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ADJUVANT, NOTAMMENT SOUS FORME D'UNE EMULSION CONTENANT UN CATION METALLIQUE 
TRIVALENT ET COMPOSITiON VACCINALE LE COMPRENANT. 

(5^ Composition comprenant: 

^) au moins un antig6ne ou au moins un g6n6rateur in 
vivo d'un compose comprenant une sequence d'acides 
amines; et, 

(II) au moins un adjuvant, caractdrisee en ce que (edit ad- 
juvant contient au moins uh compos6 sympathomim6tique. 
Et leur utilisation comme medicament. 
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La pr6sente invention concerne de nouveaux adjuvants pour 
compositions vaccinales ainsi que des compositions comprenant au moins un 
antigdne, notamment un antigene d'origine virale, bact^rienne ou parasltaire et 
au moins un adjuvant. 

L'utilisation d'adjuvants dans les compositions est connue depuis 
longtemps. Ces adjuvants ont pour objet principal de permettre I 'augmentation 
de ia rSponse immunitaire. Ces adjuvants sont de natures diverses. lis peuvent 
par exemple consister en des liposomes, des Emulsions comprenant au moins 
une phase huile et au moins une phase aqueuse, du type adjuvants de Freund 
oUr de maniSre plus courante en des sels min^raux insolubles dans I'eau. Ces 
sels minfiraux peuvent constituer par exemple en Thydroxyde d'aluminium une 
nitrate de cfirium, le sulfate de zinc, Thydroxyde de fer colioYdal ou le chlorure 
de calcium. L'hydroxyde d'aiuminium est Tadjuvant le plus couramment 
utilise. Ces adjuvants sont d§crits notamment dans Tarticle de Rajesh K. 
Gupta et al "Adjuvants, balance between toxicity and adjuvanticity", Vaccine, 
vol. 11, Issue 3, 1993, pages 993-306. 

Les adjuvants mentionngs ci-dessus pr6sentent rinconv6nient d'une 
efficacit6 faible. En outre, il est connu que Thydroxyde d'aluminium n'induit 
efficacement qu'une immunit6 humorale, et non une immunity cellulalre. Par 
ailleurs, ils peuvent induire une certalne toxicit6 vis-d-vis des sujets trait6s. 
Plus particuliferement, lorsque ces compositions th6rapeutiques sont inject6es, 
on observe la formation de lesions et d'autres reactions locales telles que des 
granulomes au niveau du point d'injection. 

Un premier objet de I'invention consiste en des compositions 
th6rapeutiques comprenant un adjuvant permettant une augmentation de la 
r^ponse Immune supSrieure d celle conf6r6e par I'hydroxyde d'aluminium, sans 
engendrer de lesions ou de reactions locales du type granulomes. 
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Selon un autre aspect, 1' invention a pour objet une composition 
th^rapeutique comprenant un adjuvant induisant efficacement aussi bien une 
immunity ceilulaire qu^une immunity humorale* 

L'invention a pour objet une composition comprenant : 

(i) au moins un antig§ne ou au moins un g^n^rateur in vivo d'un compost 
comprenant une sequence d'acides amines ; et, 

(ii) au moins un adjuvant, 

caract6risde en ce que (edit adjuvant contient au moins un sal 
pharmaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau constitu^ d'un anion 
organique ou d'un cation m^taliique trivalent. 

Par antiggne ou au moins un g^nSrateur in vivo d'un compost 
comprenant une sequence d'acides amines, on d6signe solt des micro- 
organismes tu^s, tels que les virus, les bact^ries ou les parasites, soit des 
fractions purifi6es de ces micro-organismes, soit des micro-organismes vivants 
dont le pouvoir pathog§ne a 6t6 att^nu^ ; on peut citer notamment un virus 
recombinant notamment un virus non enveloppd tel que les adenovirus, le 
virus de la vaccine, le virus Canarypox, les herpds virus, les baculovirus ; on 
d^slgne aussi un vecteur recombinant viral non enveloppg vivant dont le 
genome contient, ins^r^e de preference dans une partie non essentielle pour la 
replication du virus enveloppe correspondent, une sequence codant pour une 
sous-unite antigenique induisant une synthase d'antlcorps et/ou un effet 
protecteur centre le susdit virus enveloppe ou micro-organisme pathogdne ; 
ces sous-unites antigeniques peuvent Stre par example, une proteine, une 
glycoproteine, un peptide, ou une fraction peptidique et/ou protectrice centre 
une infection par un micro-organisme vivant tel un virus enveloppe, une 
bacterie ou un parasite. 

On peut citer notamment un plasmide recombinant constitue d*une 
sequence de nucleotide dans laquelle est inseree une sequence nucieotidique 
exogene, provenant d'un micro-organisme ou d'un virus pathog6ne. Cette 
dernidre sequence nucieotidique a pour but de permettre I'expression d'un 
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compost comprenant une sequence d'acides amindSr ce compost ayant lui- 

. m§me pour but de dtolencher une reaction immune dans un organisme hdte ; 

Un sel soluble dans Teau au sens de la pr^sente invention peut §tre tel 

que sa solubility dans I'eau est sup^rieure ou ^gale d 10 g/l et, de pr^f^rence, 

5 comprise entre 10 et 2000 g/l. Le cation m^tallique trivalent constitutif dudit 

sel pharmaceutiquement acceptable est de pr^fSrence le cation trivalent de 

raluminium Al'*"*'*. II a en effet 6t6 constat^ que ce sel pharmaceutiquement 

acceptable est soluble dans I'eau et permit I'induction d'une r^ponse immune 

particulierement importante tout en pr^sentant une toxicity faible. L'anion 

10 organique constitutif dudit sel pliarmaceutiquement acceptable est 

avantageusement un anion d'un compost comprenant au molns un groupe 

fonctionnel oxyg6n§ de pr6f6rence un groupe phosphorique ou un groupe 

carboxylique. L'acide glyc^rophosphorlque est un anion d groupe 

phosphorique pr^f^r^. Las anions comprenant au moins un groupe 

15 carboxylique pr^fSrg sont dSriv^s de composes choisis parmi : 

les oses acides de prgf^rence des oses acides ayant de 5 d 7 atomes de 

carbone, plus prSfSrentiellement ceux ayant 6 d 7 atomes de carbone, les 

acides mono ou polycarboxyliqueSr les acides amines. 

Les acides mono ou polycarboxyliques pr^f^r^s sont I'acide fumarique, 

20 Tacide salicylique ou les composes de fomnule (I) 

R* 
I 

R-(CH2)8-(C0Hh-(CH2)u-C00H (I) 

oia R repr^sente COOH, CHaCO, CHa ou CH2OH, 
R' repr^sente H ou COOH 
25 et s, t et u, identiques ou diff^rents sont compris entre 0 et 3. 

Des composes de formule (I) pr^f^rSs sont I'acide ac^tique, Tacide 
lactique, Tacide tartrique, Tacide malique, I'acide citrique, I'acide pyruvique. 

Au sens de la pr6sente invention, un ose acide consiste en un ose 
comprenant au moins une fonction carboxylique, un ose ^tant un glucide 
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constitu^ par les sucres r^ducteurs. Ces oses acides sont avantageusement 
des d^riv^s d'aldoses, obtenus par oxydation de la fonction alcool primaire ou 
de la fonction ald^hydlque en fonction carboxylique. Oe tels composes 
peuvent tout particuli6rement consister en I'acide gluconique, I'acide 
glucuronique, I'acide fmctoheptonique, Tacide gluconoheptonique, I'acide 
glucoheptonique. Lorsque Tanion organique est un 66nv6 d'un acide amin§, 
cet aclde amin6 peut 6tre un acide a-amin§ te! que Tacide glutamique, la 
methionine et, tout particuliferement, Tacide aspartique. 

Une composition ainsi d^finie contient entre 0,02 et 3000 mg/ml, de 
preference 0, 1 et 1000 mg/ml du sel pharmaceutiquement acceptable et, 
notamment, entre 0,1 et 150 mg/ml. 

LMnvention a notamment pour objet la composition telle que definie 
precedemment dans laquelle Tadjuvant comprend le salicylate d'aluminium ou 
Tacetate d'aluminium soluble. 

Dans une premiere variante de I'lnvention, la composition telle que 
definie ci-dessus peut egalement contenir une huile. Dans un tel cas, la 
composition selon invention se presente avantageusement sous la forme 
d'un emulsion associant au moins une phase aqueuse et au moins une phase 
huile. Cette emulsion peut etre du type huile dans eau (H/E), eau dans huile 
(E/H), eau dans huile dans eau (E/H/E) ou microemulsion. On prefere 
cependant les emulsions E/H/E et H/E. Une telle emulsion peut etre preparee 
selon les methodes classiques de preparation d'une emulsion, notamment 
selon les precedes decrits dans les demandes de brevet EP-A-489 181 et 
EP-A-481 982. Ainsi, on peut emulslonner sous agitation fhuile constitutive 
de la phase huile avec la phase aqueuse constltuee d*une solution ou d'une 
suspension aqueuse contenant I'antigene. 

Une emulsion selon I'lnvention peut comporter, en poids, de 5 d 95 % 
de phase huile pour 95 d 5 % de phase aqueuse et, de preference, de 25 d 75 
% de phase huile pour 75 d 25 % de phase auqueuse. L'emulsion doit etre 
stable de preference pendant au moins 12 mois quand elle est stock6e d 4°C. 
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Les huiles, constitutes de ladite phase huileuse pouvant Stre utilistes dans la 
composition selon Tinvention sont avantageusement des huiles fluides choisies 
parmi les huiles mintrales naturelles ou synthttiques, ou les huiles non 
mintrales d'origine v6g6ta\e, animale ou synthttique connues pour leur 
5 absence ou leur faible toxicity. 

Elles doivent §tre liquides d la temperature de stockage (+4°C} ou au 
moins donner des Emulsions liquides d cette temperature. On choisira en 
particuiier des huiles mintrales d chaTne Iin6aire ayant un nombre d'atomes de 
carbone de preference superieur ^ 1 6 et exempte de composes aromatiques. 

10 Des exemples connus sont le MARCOL 52 at le DRAKEOL 6VR. On peut 
egalement utiliser des huiles synthetiques telles que les polyisobutSnes ou les 
polyisopropdnes. Parmi les huiles vegetales, on choisira les huiles insaturees 
riches en acide oieique qui sont biodegradables, par exemple les huiles 
d'arachide, d' olive, de sesame, de soja ou de germes de bie. Pour les huiles 

15 animates, les m§mes criteres de tolerance et d'efficacite immunitaire sont 
requises. A titre d'exemple comme huiles animales, on peut citer le squalane 
ou rhulle de spermaceti. A titre d'huile non minerale synthetique, on peut 
encore citer les esters d'alcools et d*acides gras tels que, par exemple, I'oieate 
d'ethyie, le myristate d*isopropyle, les mono di ou triglycerides, les esters de 

20 propylene glycol, les glycerides partiels, tels que les glycerides d'huile de maTs 
comme ceux commercialises sous le nom de LANOL par la Societe SEPPIC, la 
maTsine, ou I'oieate d'oieyle. Par ailleurs, la composition selon IMnventlon 
quand elle se presente sous forme d'une emulsion telle que definie plus haut, 
peut egalement avantageusement comporter un ou plusieurs agents 

25 tensioactifs emulgateurs. Ce dernier presente un caractdre lipophlle ou 
hydrophlle caracterise par une valeur HLB (hydrophite-lipophile-balance) 
comprise entre 1 et 19. 

Un tei tensioactif peut consister en 

- un alkylpolyglycoside ou un melange d'alkylpolyglycosides de formule 
30 Ra-{0)-Zn ou Ra represente un radical aliphatique sature, lineaire ou ramifie, 
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comprenant de 4 d 24 atomes de carbone, Z est le reste d'un Sucre, de 
pr^f^rence le glucose et n est compris entre 1 et 5 de pr§f§rence entre 
1,1 et 2, 

• les saponlnes, 

- les IScithlnes, 

- les alcanols polyoxy6thyl6s, tels que ceux commercialisms sous la 
designation BRIJ par la soci^tg ICI, 

les polym6res comprenant des blocs poIyoxy6thyl6nes et 
polyoxypropylSnes, tels que ceux commercialisds sous la designation 
PLURONICS par la society BASF. 

Des tensioactlfs particuliSrement preterms sont les esters de 
polyethylfeneglycol, obtenus par condensation d'un acide gras, notamment un 
actde gras liquide d 20 avec un polyethyldneglycol de poids moieculaire 
compris entre 80 et 200 ; un tel tensioactif est commercialise par la Society 
SEPPIC sous la marque SIMULSOL 2599. 

Un autre agent tensioactif prefer^ dans le cadre de la pr^sente invention 
consiste en un ester obtenu par condensation d'un acide gras, 
avantageusement un acide gras liquide d 20^C avec un sucre, le sorbitol ou 
du glycerol. Ledit Sucre peut consister en glucose, saccharose ou, de 
preference, mannitol. A titre d'ester de mannitol particultdrement prefere, on 
peut citer des oieates de mannitol obtenus par anhydrlsation de la chaTne 
carbonee polyhydroxyiee du mannitol qui se cyclise en 1-4 ou en 2-6. 

Des derives de ces esters de sucre de polyethyldneglycol, de sorbitol ou 
de glycerol peuvent Stre egalement mis en oeuvre. Ces derives presentent une 
hydrophilie modifiee notamment par greffage de fonctions hydrophiles telles 
que alcool, polyol, oxyde d'ethyldne, oxyde de propylene, acide carboxylique, 
amine ou amide. De tels derives peuvent par exemple consister en des esters 
gras de sorbitanne polyoxyethyies, tels le TWEEN. 

Les autres types de tensioactifs preferes consistent en des huiles 
vegetales ethoxyies, telles que, par exemple Thuiie de ricin poly6thoxyiee. 
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" cette huile ^tant hydrog^n^e ou non, ou des esters de polyglycerol, 
notamment des esters de polyglyc^rol d*acides gras naturels tels que I'acide 
ol^ique, Tacide st^arique, Tactde ricinol^ique ou i'acide isostSarique et, 
particuliftrement, des ricinol^ates ou des polyricinoi^ates de polyglyc^rol. 
5 Un agent tensioactif selon ['invention est de pr6f6rence 

pharmaceutiquement acceptable au niveau des muqueuses ; il doit notamment 
§tre dSpourvu de m^taux lourds et presenter des indices d*acides ou de 
peroxydes trSs faibles. II est ggalement souhaitable qu'il satisfasse les normes 
de tests d'innocuit^ tels que par exemple, ceux d^crits par S.S. Berllin, 

10 Annales of Allergy, 1962, 20, 473 ou les tests de toxicity anormale d^crits 
dans la pharmacop6e europ6enne. Pr6fdrentiellement, Tagent tensioactif est 
associ^ h ('adjuvant huileux avant formation de ('Emulsion. 

La concentration en agent tensioactif dans la composition telle que 
d^finie pr^cddemment peut etre comprise entre 0,01 et 500 mg/ml, et, de 

15 prSf^rence, entre 0,1 et 200 mg/ml. 

Des huiles assocites avec un agent tensioactif (ester de mannitol) 
convenant tout particull6rement dans le cadre de la pr^sente invention sont 
celles commercialis^es par la Soci^t^ SEPPIC sous la marque MONTANIDE. La 
nature de ces huiles, le type d'^mulsion qu'elles permettent d'obtenir et les 

20 ' caract^ristiques (viscosM et conductivity) de ces Emulsions sont d^crites 
dans la demande Internationale W094/16681, publi^e le 4 aout 1994 et, 
notamment, page 11, tableau I. Ces compositions selon ('invention peuvent 
dtre utilis^es pour le traitement des maladies humaines ou vdtdrinaires. Elles 
permettent notamment de soulager les maladies infectieuses avec agent 

25 intracellulaire, notamment les maladies respiratoires, les maladies infectieuses 
opportunistes et dans le cadre de la m^decine v^t^rinaire les maladies 
infectieuses des poissons. 

La composition selon I'invention peut contenir aussi des substances 
modulatrices de Timmunitd. 
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L'adjuvant huileux peut encore consister en une huile auto- 
6mulsionnable, c'est-S-dire une preparation huileuse capable de former une 
^muiston stable avec une phase aqueuse, pratiquement sans apport d'^nergie, 
par exemple par dispersion dans la phase aqueuse par agitation m^canique 
lente. A ce titre, on peut citer des huiles auto-^mulslonnables telles connues 
dans la pharmacop^e europdenne sous les designations Labrafil et Simulsol. 
Ces huiles sont des glycerides polyglycoses. 

Des huiles auto-6mulsionnables pr6f6r6es sont celles decrites dans la 
demande de brevet franpais 9500497 ddpos6e le 18 Janvier 1995, au nom 
de la Demanderesse, intltul6e "utilisation d'esters d'acides gras 6thoxyl6s 
comma composants auto-6mulsionnables notamment utiles pour la preparation 
de compositions phytosanitaires ou de medicaments d usage veterinaire ou 
humain", dont reference est integree k la presente description. Ces huiles 
consistent en des esters d'acides gras ethoxyies repondant d Tune des 
formules suivantes : 



0 

(II) Ri— C— [0-CH2-CH2]k— ORs 

f • ' f 

(III) R»-C— [0— CHa-CHaJi — OR4O— [CH2-CH2— 0]m — C-Rb| 



O O 
(IV) Re— C-{0— CH2-CH2]— O— Rt- CH-R9-a-[CH2-CH2— 0]q — C-R10 

O— fCH2-CHj-0]p— C-Rs 



dans tesquelles : 
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-Rl, R31 R5# Rs 6t Rto repr6sentent une chaTne 

hydrocarbon^e, lin^aire ou ramifi^e, satur^e ou insatur^e ayant de 5 d 
30 atomes de carbone ; 

- R2, R4# R7 et Rg reprSsentent une chaTne hydrocarbon^e, lin^aire 
5 ou ramifi^e, satur^e ou insatur4e ayant de 1 d 5 atomes de carbone ; 

le nombre total de molecules d'oxyde d'^thyl^ne respectivement 
repr^sent^ dans les formules II, III et IV pr^cit^es par l + m, n + p + q ^tant 
un nombre entier tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
composes soit comprise entre environ 4 et environ 10, de pr^f^rence entre 

10 environ 5 et environ 9. 

Rl est de pr^f^rence choisi parmi les restes des acides palmitique, 
st^arique, ricinol^ique, ol^ique, linol^ique et linol^nique et R2 repr^sente un 
radical mgthyle et k est un nombre entier compris entre 1 et 5, de pr^fSrence 
6ga\ d 2, et par ailleurs, les esters d'acides gras ^thoxylSs de formula til 

15 pr^f^r^s sont ceux oO : 

(i) - R6' Rs Rio reprSsentent des chaTnes hydrocarbonSes ayant de 
1 6 d 22 atomes de carbone correspondent notamment aux chaTnes grasses de 
rhuile de colza, de maTs, de soja, d*arachide et de noyaux d'abricots ; 

- R7 et Rg repr^sentent un groupe m^thylSne CH2 ; 

20 - n, p, q reprdsentent des nombres entlers tels que leur somme soit 

comprise entre 3 et 30, et de prdf^rence 6gB\e h 20 ; ou * 

(ii) - R6' Rs Rio repr^sentent des chaTnes hydrocarbon^es 
correspondent aux chaTnes grasses de Thuile de ricin ; 

- R7 et Rg repr^sentent un radical m^thyldne CH2 ; 

25 - n, p, q reprSsentent des nombres entlers tels que leur somme soit 

comprise entre 5 et 7. 

La concentration en huile auto-^mulsionnable dans la composition 
selon i'invention peut §tre comprise entre environ 5 et 700 g/l, de pr^f^rence 
entre environ 10 et 500 g/l. 
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Outre la phase huile et la phase aqueuse, la composition selon 
I'invention peut comporter un agent stimulant immunitaire conventlonnel tel 
rAvridine®, soit la N,N-d!octddecyl-N',N*>bis(2-hydroxy6thyl) propane^diamine, 
les d^riv^s du MDP (muramyl dipeptide) notamment le threonyl-MDP, les 
5 d^riv^s de l*acide mycolique ou les dSnv^s du Lipide A. 

La composition selon I'invention peut comprendre encore un ou 
plusieurs agents tensioactifs, en Tabsence de tout adjuvant huileux. 

La composition se pr^sente alors sous la forme d'une solution 
micellaire. Celle-ci peut €tre prSpar^e par simple melange de I'agent tensioactif 
10 avec une dispersion dans I'eau de t'antig^ne ou du g^n^rateur d'antlgdne in 
vivo. 

L*agent tensioactif peut Stre choisi parmi les agents tensloactifs 
d^crlts plus haut, en association avec un adjuvant huileux. 

Ladite solution micellaire peut comporter de 0,5 d 500 mg/ml, de 
15 pr^fdrence de 1 d 250 mg/ml en agent tensioactif. 

Une composition selon IMnvention peut aussi comporter un compost 
sympathomim^trique. 

Par composes sympathomimStiques, on d§signe notamment les 
amphetamines, les catecholamines, les ph^nylisopropylamines ou la tyramine. 
20 Comme examples de tels composes, on peut citer notamment l'isoprot6renol, 
la L-Epinephrine, le levarter^nol, reph^drine, la phSnyiephedrine ou le 
salbutamol. 

Une composition selon la prSsente invention peut comprendre un 
antlgdne tel qu'un virus, un micro-organisme, plus particull6rement une 

25 bacterle ou un parasite, ou un compose comprenant une chafne peptidique. Un 
tel compose peut consister une proteine ou une glycoproteine, notamment 
une proteine ou une glycoproteine issues d'un micro-organisme, un peptide 
synthetique ou une proteine ou un peptide issu du genie genetique. Lesdits 
virus et micro-organisme peuvent 6tre totalement inactives ou vivants 

30 attenues. A titre de virus pouvant constituer un antigfene selon la presente 



2754715 



11 

invention, on peut citer le virus de la rage, les herpgs vims tels que le virus de 
la maladie d'Aujeszky, les orthomixovirus tels que Influenzae^ les picornavirus 
tels que le virus de la fidvre aphteuse ou les retrovirus tels que les VIH. A titre 
de micro-organisme du type bact^rien pouvant constituer un antig§ne selon la 
5 pr6sente invention, on peut citer E. coli, et ceux des genres Pasteurella, 
Furonculosis, Vibriosis, Staphylococcus et Streptococcus. A titre de parasite, 
on peut citer ceux des genres Trypanosoma, Plasmodium et Leishmania. 

Une composition selon Tinventlon comprend une concentration en 
antigdne qui depend de la nature de cet antigftne et de la nature du sujet 

10 traits, li est toutefois particulidrement remarquable qu*un adjuvant selon 
rinvention, associ^ ou non d un adjuvant huileux et/ou un agent tensioactif 
tels que d^finis plus haut, permet de diminuer d'une fapon notable la dose 
habituelle d'antigdne requise. La concentration adequate d'antig^ne peut 3tre 
dAermin^e de manidre classique par Thomme du metier. G^nSralement, cette 

15 dose est de I'ordte de 0,1fig/m! d 1g/ml plus g§n6ralement comprise entre 
1 (ig/ml et lOOmg/mL 

Une composition selon rinvention peut aussi comprendre un 
g^ndrateur in vivo d'un compost comprenant une sequence d'acides amines, 
c'est-d-dire un compost biologique capable d'exprimer un tel compost dans 

20 rorganisme hdte dans lequel on a introduit ledit g^n^rateur in vivo. Le 
compost comprenant la sequence d'acides amin^r peut 6tre une protSine, un 
peptide ou une glycoprotdine. 

Ces g^n^rateurs in vivo sont g6n§ralement obtenus par des 
proc^d^s issus du gSnie g^n^tique. 

25 Plus particulidrement, ils peuvent consister en des micro-organismes 

vivants, g^ndralement un virus, jouant le r6le de vecteur recombinant, dans 
lequel est ins^rte une sequence nuci^otldique, notamment un ggne exogdne. 
Ces composes sont connus en tant que tels et utilises notamment comme 
vaccin sous unitaire recombinant. 



2754715 



12 

A cet 6gard, on peut se r^f^rer d TArticle de M. ELOIT et al.. 
Journal of virology (1990) JX, 2925-2431 dans la demande Internationale 
WO-A-91/00107 ou d la demande Internationale WO-A-94/16681. 

Avantageusement, le micro-organisme constitutif d'un vaccin sous- 
5 unitaire recombinant est un virus recombinant non envelopp^, par exemple 
choisi parmi les adenovirus, le virus de la vaccine, le canarypox virus, les 
herpes virus ou les baculovirus. Le gdne exog^ne ins^r^ dans le micro- 
organisme peut etre, par exemple, issu d'un virus Aujeszky ou HIV. 

Les g6n6rateurs in vivo selon rinvention peuvent aussi consister en 
10 un plasmide recombinant comprenant une sequence nucl^otidique exogdne, 
capable d'exprimer dans un organisme hdte un compost comprenant une 
sequence d'acides amines. De tels plasmides recombinants et leur mode 
d'administratlon dans un organisme h6te ont 6x6 d6crits en 1990, par LIN et 
al., Circulation 82:2217,2221 ; COX et al., J. of VIROL, Sept. 1993, 67, 9, 
15 5664-5667 et dans la demande Internationale WO/FR 95/00345 du 21 Mars 
1 995, au nom de la Demanderesse, intitul^e "Une composition comprenant un 
plasmide recombinant et ses utilisations comma vaccin et medicament". 

Selon la nature de la sequence nucl^otidique comprise dans le 
-g6n6rateur in vivo, le compost comprenant la sequence d'acides amines qui 
20 ' est exprim^ au sein de Torganisme hdte, peut : 

(i) dtre un antigdne, et permettre le d^clenchement d'une reaction 

immune, 

(il) avoir une action curative vis-d-vis d'une maladie essentiellement 
une maladie d'ordre fonctionnel, qui s'est d^clench^e chez Torganisme hdte. 
25 Dans ce cas, le gdn^rateur in vivo permet un traitement de I'h6te, du type 
thdrapie g^nique. 

A titre d*exemple, une telle action curative peut consister en une 
synthase par le g^n^rateur in vivo de cytokine, comme les interleukines, 
. notamment rinterieukine 2. Celles-ci permettent le d^cienchement ou le 
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renforcement d'une reaction immune visant d T^limination selective des 
cellules canc^reuses. 

La concentration en ledit g^ndrateur in vivo dans la composition 
selon rinvention depend. Id encore, notamment de la nature dudit g6n6rateur 
et de I'hdte dans lequel il est administr^. Cette concentration peut §tre 
ais^ment d^termin^e par Thomme du metier, sur la base d'exp^rience de 
routine. 

A titre indicatif, on peut toutefois pr^ciser que lorsque le gSn^rateur 
in vivo est un microorganisme recombinant, sa concentration dans la 
composition selon rinvention peut §tre comprise entre 10^ et 10^® micro- 
organlsmes/ml, de pr6f6rence entre 10^ et 10^^ micro-organismes/mL 

Lorsque le g^n^rateur in vivo est un plasmide recombinant, sa 
concentration dans la composition selon rinvention peut Stre comprise entre 
0,01 et 100 g/L 

Une composition selon rinvention peut 6tre utilis^e comme 
medicament pr6ventif ou curatif. Selon la nature de I'antigdne ou du 
gdn^rateur in vivo, une composition selon rinvention peut etre administrte d 
des poissons, des crustac^s tels que les crevettes, des volailles, notamment, 
des oies, des dindes, des pigeons et des poulets, aux canid^s tels le chien, 
aux f6\\d6s tels le chat, aux pores, aux primates, aux bovid^s, aux ovid^s et 
aux chevaux, pour traiter par exemple la toxoplasmose ovine ou le pou du 
saumon. La composition selon rinvention peut etre ^galement administrde d 
I'homme. L'administration de la composition peut se faire de manjdre 
classtque par vole parent^rale, notamment par Injection sous-cutan6e, 
intramusculaire ou Intrap^riton^ale ou par voie mucosale notamment par voie 
orale, voie rectale, voie nasale, voie vaginale. 

Selon un autre aspect de rinvention, celle*ci consiste en I'utilisation 
d'un adjuvant tel que d^fini ci-dessus pour la preparation d'un vaccin destine d 
la prevention ou au traitement d'une maladie infectieuse, notamment une 
maladie infectieuse engendree par un virus ou un micro-organisme tels ceux 
mentionnes plus haut. 
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Selon un autre aspect de I'invention, celle-ci consiste en rutilisation 
de cat adjuvant pour la preparation d'une composition destinde d soigner une 
maladie d'ordre fonctionnel, telle le cancer ou la mucovlscldose. 

Dans Tune ou Tautre de ces utilisations, ledit adjuvant peut Stre 
associ6 d un adjuvant huileux, un agent tensioactif ou d un adjuvant huileux 
lui-m§me associ^ d un agent tensioactif, ces adjuvants huileux et tensioactifs 
etant tels que d^finis plus haut. 

Des compositions adjuvantes comprenant ledit sel 
pharmaceutiquement acceptable et r adjuvant huileux et/ou les tensioactifs 
pr6cit6s et, 6ventuellement, ledit compost sympathomim6tique constituent 
encore un autre aspect de Pinvention. Le cas 6chdant, ces compositions 
adjuvantes comprennent une phase aqueuse. 

Dans ce dernier cas, les compositions adjuvantes selon I'invention, 
comprenant au moins un adjuvant huileux, et, le cas 6ch6ant, un tensioactif, 
peuvent se presenter sous la forme d'une Emulsion. Cette derniSre peut Stre 
du type E/H, H/E, E/H/E ou micro6mulsion, 

Ces Emulsions peuvent comprendre en poids, de 0,5 % d 99,5 % de 
phase huile pour 99,5 % d 0,5 % de phase aqueuse, de preference, de 5 d 95 
% de phase huile pour 95 S 5 % de phase aqueuse et, plus pr6f6rentiellement, 
de 25 & 75 % de phase huile pour 75 d 25 % de phase aqueuse. 

Le cas §ch6ant, elles peuvent comprendre de 0,01 d 500 mg/ml, de 
preference de 0,1 d 200 mg/ml d'un tensioactif au moins. 

Lorsque la composition adjuvante selon Tinvention ne comprend, 
outre le sel pharmaceutiquement acceptable, le compose sympathomlmetlque, 
et une phase aqueuse, qu'un ou plusieurs tensioactifs, elle se presente alors 
sous la forme d'une solution micellalre. La teneur en tensioactif de cette 
solution micellalre peut fitre comprise entre 0,01 et 900 mg/ml, de preference 
entre 1 et 250 mg/ml. 

Une composition adjuvante selon I'invention comprend 
habltuellement le sel pharmaceutiquement acceptable tel que defini 
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pr§c6demment ft une concentration de 0,02 ft 3000 mg/ml, de pr6f6rence 0,1 
a 1000 mg/m\, plus pr6f6rentiellement de 0,1 d 150 mg/ml, le compose 
sympathomimftique c'est d une concentration de 10 '^ molaire d 10'^ molaire 
de preference de 10'^ Molaire d 10"^ Molaire. 

Ces compositions adjuvantes sont utiles pour preparer les 
compositions selon Tinvention. 

Ces derniSres peuvent alors 6tre preparees par simple melange de la 
composition adjuvante avec une composition comprenant un antigfene ou un 
generateur in vivo d'un compose comprenant une sequence d'acides amines. 

Les exemples suivants permet de mettre en evidence les proprietes des 
compositions selon la presente invention. 

Exemple 1 

On a compare Teffet immunostimulant de 2 compositions comprenant 
des sels solubles selon rinvention, acetate d'Aluminium soluble (C2H5AIO4) et 
le salicylate d'Aluminium, avec celui de sels insolubles, comme Thydroxyde 
d' Aluminium, le phosphate d' Aluminium et une forme insoluble d' acetate 
d'Aluminium (C4H7AIO5). Ces compositions therapeutiques comprennent, d 
titre d'antigdne de ia serum albumine bovine (BSA), Grade V, Sigma. 

Ces compositions therapeutiques (dose/souris) d'un volume de 100 ul 
mises en oeuvre comprenaient lOug d'antlgfene et ont 6te injectees par vole 
sous-cutanee. 

Les concentrations des sels testes correspondent aux concentrations 
optimales d'utilisation. 
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Les r^sultats ont 6x6 obtenus 21 jours apr6s vaccination 



Adjuvant 


rdponse IgGI 


riponse ig62a 




<1000 


<1000 


C2HsAI04 (forme soluble) 


64000 


8000 


Salicylate d'Alumlniuin 


48000 


6000 


AlOH 


8000 


<1000 


C4H7AIOS (forme insoluble) 


<1000 


<1000 


AIPO4 


<1000 


<1000 



Les rSponses IgG 1 sont representatives de la r^ponse humorale. 
5 Les r^ponses IgG 2a sont representatives de la r^ponse cellulaire. 

Les r^ponses hunnorales et celluiaires obtenues avec un adjuvant selon 
rinvention sont significativement sup^rieures d celles obtenues avec un 
adjuvant conventionnel tel AI(0H)3, ou AIPO4. 

D'autre part, on met clairement en Evidence Tint^rdt d'utiliser des 
10 adjuvants solubles dans I'eau par rapport d Tutilisation de forme insoluble dans 
Teau. 

Exemple 2 

On a injects d differents lots comprenant chacun 5 souris, une 
composition thdrapeutique d'un volume de .1000 pi, comprenant 10 iig 
15 d'antigdne (BSA), par vole sous-cutan^e. On a lvalue les reactions locales 
(lesions et granulomes) 8 jours aprfes injection. 





souris 1 


souris 2 


souris 3 


souris 4 


souris 5 


C2H6AI04 

(forme soluble) 


0 


0 


0 


+ 


0 


Salicylate 
d'Aluminium 


0 


+ 


0 


0 


0 


AlOH 


+ + 


+ + + 


+ + 


+ + + 


+ + 



2754715 



17 

Les reactions locales obtenues avec un adjuvant selon I'invention sont 
signlficativement infSrieures k celles obtenues avec un adjuvant conventionnel 
tel AI(OH)a. 
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REVENDICATIONS 

1 . Composition comprenant : 

(!) au moins un antigfene ou au moins un g6n6rateur in vivo d'un compost 
comprenant une sequence d'acides amines; et, 

(ii) au moins un adjuvant, 
caract^ris^e en ce que ledit adjuvant contient au moins un set 
pharmaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau constitug d'un anion 
organique et d'un cation m^tallique trivalent. 

2. Composition selon la revendication 1, caract^ris^e en ce que le 
cation m6tallique trivalent est le cation Al***. 

3. Composition selon la revendication 2, caract6ris6e en ce que 
I'anion organique est d^riv^ d'un compost comprenant au moins un groupe 
fonctionnel oxyg6n6 tel que de preference un groupe carboxylique ou un 
groupe phosphorique. 

4. Composition selon la revendication 3, caract6ris6e en ce que 
I'anion organique est d6riv6 d'un compose choisi parmi I'acide 
glyc6rophosphorique, I'acide salicylique, I'acide ac6tique, I'acide aspartique, 
I'acide gluconique, I'acide fructoheptonique et I'acide glucoheptonique. 

5. Composition selon la revendication 4, caractdris^e en ce que le 
sel pharmaceutiquement acceptable est le salicylate d'aluminlum ou Tacftate 
d'aluminium solubles. 

6. Composition selon Tune des revendications 1 d 5, caract^risSe en 
ce qu'elle se pr^sente sous la forme d'une Emulsion comprenant au moins une 
phase aqueuse et au moins une phase huile, la phase huile 6tant constitute 
par un adjuvant, et r§mulslon de preference du type E/H/E, H/E ou 
microemulsion. 

1. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
I'adjuvant huileux est associe d un agent tensioactif, de preference un agent 
tensioactif choisi soit parmi un ester obtenu par condensation d'un acide gras 
avec un sucre, un poly6thyl6neglycol, le sorbitol ou le glycerol, ou un derive 
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d*un tel ester dont I'hydrophilie a 6X6 modifite, une huile v^g^tale ^thoxyl^e 
ou leurs melanges, soit parmi les esters de polyglyc6rol, notamment un ester 
de polygIyc6rol d'addes gras naturals et, de pr6f§rence, les ricinol6ates ou les 
polyricinol6ates de polyglyc6rol ou constituant en des huiles de ricin 
5 poly^thoxylfes hydrogSntes ou non. 

8. Connposltion selon la revendication 6, caract6ris£e en ce que 
I'adjuvant hulleux est une huile auto-6mulsIonnable, notamment. un ester 
d*acides gras Sthoxyl^s r^pondant k I'une des formules suivantes : 
0 

° I 

(II) Rl— C— [O— CH2-CH2]lr— OR2 



15 (III) R3_t_[0— CH2-CH2]i — OR4O— [CH2^H2— 0]m — cUsi 

0 0 

(IV) Re--C--[0--CH2-CH2]— 0-fl7-CH-R9-(>-^CH2-CH2~O 
20 I 

0— [CH2-CH2-0]r— C-Rb 

II 
0 

dans lesquelles : 

-Rl, R3, R5, Rg/ Rs et Rio repr6sentent une chaTne 
25 hydrocarbon^e, lin^aire ou ramifi^e, satur^e ou insatur6e ayant de 5 d 
30 atomes de carbone ; 

- R2» R4/ R? et Rg reprfeentent une chaTne hydrocarbon6er Iin6alre 
ou ramlfi6e, satur6e ou insatur6e ayant de 1 d 5 atomes de carbone ; 

le nombre total de molecules d'oxyde d'dthyldne respecttvement 
30 repr6sent6 dans les formules II, III et IV pr6cit6es par k, l+m, n+p+q 6tant 
un nombre entler tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
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composes soit comprise entre environ 4 et environ 10. de preference entre 
environ 5 et environ 9. 

9. Composition selon Tune des revendlcatlons 1 d 5. caract6ris6e en 
ce qu'elle comprend en outre un agent tensioactif, ladite composition se 
pr6sentant sous la forme d'une solution micellaire. 

10. Composition selon la revendication 9, caract6ris6e en ce que 
I'agent tensioactif est soit un ester obtenu par condensation d'un acide gras 
avec un sucre ou du glycerol, ou un 66m6 d'un tel ester dont I'hydrophilie a 
6t6 modifi^e ou soit une huile v^getaie ^thoxyl^e 

11. Composition selon I'une des revendications 1 a 10, comprenant 
en outre un stimulant Immunitaire tel que I'Avridine®. les d6riv6s du MDP, les 
derives de I'acide mycolique ou les d6riv6s du lipids A. 

12. Composition selon I'une des revendications 14 11 comportant 
en outre un compost sympathomimetique est choisi parmi les 
sympathomimgtiques amines telles qu'une catecholamine, une amphetamine, 
une phenylisopropyiamine ou la tyramlne et, de preference, choisi parmi 
I'ephedrine ou I'isoproterenol, la L-Eplnephrine, le levartereriol, I'ephedrlne, la 
phenyiephedrine ou le salbutamol. 

13. Composition selon I'une des revendications 1 d 12, pour la mise 
en oeuvre d'une methode de traitement du corps humain ou animal. 

14. Medicament selon la revendication 13 destine d traiter ou d 
prevenir les maladies Infectieuses et/ou fonctionnelles et notamment les 
maladies engendrees par un virus, un microorganisme ou un parasite telles que 
les maladies respiratoires. 

15. Medicament selon la revendication 13 destine d traiter la 
maladle d'Aujeszky chez les pores, la toxoplasmose ovine ainsi que les 
maladies des poissons tel que le pou du saumon ou les maladies des 
crustaces. 

16. Adjuvant tel que defini k I'une des revendications 6^10. 
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